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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
糖尿病における動脈硬化病変の発症・進展因子としては、従来より、リボ蛋白の異常などが役割を演
じているとされてきた。しかし、糖尿病の代謝状態として特徴的な高血糖状態が動脈硬化症の発症・進
展に関わる細胞に及ぼす機能的変化を検討した報告は少ない。そこで、高グルコース条件で培養したマ
クロファージのモデル細胞（J774）を用い、蓄積型コレステロールであるコレステロールエステル
（CE）の合成能を検討した。また、この細胞内蓄積を抑制するとされる高比重リボ蛋白（hDDの作用に
ついても観察した。
［方　法］
リボ蛋白は健常者血兼より超遠心法にて採取した（低比重リボ蛋白（LDL）（比重1．019～1．鵬1）、高
比重リボ蛋白（HDL3）（比重1．125～1．210）。実験はJ774細胞を10％牛胎児血清を含むRPMI1640培地
にて継代培養し、Cdnfluentとした後、グルコース濃度を調整して更に10日間培養し用いた。浸透圧対
照としては、マンニトールを用いた。
1）細胞内CE合成能の測定：細胞をアセチル化した低比重リボ蛋白（LDL）（50〝g／ml）と3時間贈
置した後、14C－オレイン酸（100〟M）を添加し更に3時間贈置し、細胞内CEを薄層クロマトグラフィー
にて分画して放射活性を測定した。HDLによるCE合成抑制作用の検討では、アセチルLDLとHDL，
を同時婚置し、HDLの作用を観察した。
2）HDLによる細胞からのコレステロールEfnuxの謝定：14C－コレステロールで標識したアセチルーLDL
（50〝g／ml）と24時間婚置して細胞内コレステロールを放射標識した。
Effluxの測定は、アシルCoA；コレステロールアシルトランスフェラーゼ（ACAT）阻害剤である
AD－6591の存在下に6時間HDL3と贈置して培地内に出現した放射活性を観察した。結果は貯置前の細
胞内総放射活性に対する百分率で表示した。
3）HDLの結合実験：HDL。分画よりアポEを除去した後、125Iで標識して4℃、1時間の結合実験に
用いた。
4）細胞内酵素活性の秋定：ACAT活性は、Bilheimerの方法に準じマイクロゾーム分画における14C－オ
レイルCoAからのCE合成を100〝Mのコレステロール存在下に測定した。酸性及び中性コレステロー
ルエステラーゼ（ACEH、NCEH）の活性はIshiiらの方法に従った。
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［結　果］
1）CE合成能は高グルコース濃度条件（グルコース33mM）での培養4日目以降に有意に増加し、以降
観察した12日目まで漸増を示した。10日間のグルコース濃度を変化させた実験ではCE合成能は33mM
まで増加を示すものの、それ以上の濃度では、ほぼプラトーに達していた。アセチルLDL依存下の
CE合成能に対するHDL。の効果は、11mM及び33mMグルコース濃度培養細胞ともHDL3の濃度依存
性にCE合成能が抑制され、200〟g／mlでほぼプラトーになった。しかし、HDL。による抑制効果は
11mM濃度培養細胞・浸透圧対照細胞に比較して33mM濃度培養細胞では有意に小さく、HDL3200
〟g／mlにおいて11mM濃度培養細胞ではHDL3非存在下の21．8±3．5％、浸透圧対照細胞では16．4±
1．9％まで抑制するのに対し、33mM濃度培養細胞では56．0±3．4％と抑制効果は少なかった。
2）HDLによるコレステロールのEffluxを観察した実験では、11mM濃度培養細胞では11．0±0．1％放
出されるのに対し、33mM濃度培養細胞では9．8±0．1％と僅かではあるが有意に少なかった伊＜0．05）。
3）HDL結合能は33mM濃度培養細胞で増加する傾向を認めるものの統計的有意差を認めなかった。
4）ACAT活性は33mM濃度培養細胞で、11mM濃度培養細胞及び浸透圧対願細胞と比較し有意に活性
が元進していた。ACEH・NCEH活性は変化を示さなかった。
［考　案］
本研究で観察したCE合成能は一般的には細胞のリボ蛋白受容体の変化を反映するとされているが、
CE蓄積には細胞内コレステロール代謝に関わる酵素活性の変化も重要である。すなわち高グルコース濃
度培養細胞ではACAT活性が元進し、ACEH・NCEHの変化を認めなかった事もCE蓄積を促進させる桟
序して作用していると考えられる。さらにアセチルLDLとHDL同時存在下でのuCオレイン酸のCE分画
への取り込みの実験は、コレステロールの細胞内取り込み経路とHDLによる細胞外への引き抜き経路を
同時に観察したものである。高グルコース濃度培養細胞ではHDLによるCE合成に対する抑制作用が減
弱していたが、泡沫細胞からのHDL単独添加によるコレステロールEffluxには僅かな差しか認めず、さ
らにHDLの結合能にも変化を認めなかった。このCE合成に対するHDLの抑制作用はスカベンジャー受
容体を介したリボ蛋白取り込みに引き続く、コレステロールエステル蓄積に対する作用であり、高グル
コース培養細胞では、この段階が強く障害されていることが推定された。
［結　論］
高グルコース濃度培養細胞ではスカベンジャー経路を介したCE合成能が元進しているのみでなく、
HDLの抑制作用も減弱しており、これらの両面から高グルコース濃度培養条件がCEを蓄積させ動脈硬化
巣に見られる細胞の泡沫化を促進させる事を示した。
学位論文審査の結果の要旨
本研究は、糖尿病における動脈硬化促進機序を明らかにする目的で、初期動脈硬化部位に存在するこ
とが知られているマクロファージのコレステロール蓄積能におよぼす高血糖状態の影響を検討したもの
である。マクロファージ細胞株としてJ774を用い、この細胞を高グルコース条件下で培養し、細胞外に
アセチルLDLを加え、コレステロールエステル合成能が討べられ、さらに、コレステロールエステル合
成およびコレステロール排出に及ぼすEDLの作用が検討されている。
得られた結果は次の通りである。
1）高グルコース培養条件はコレステロールエステル合成能を元進させた。
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2）高グルコース培養条件は細胞内アシルCoA：コレステロールアシルトランスフェラーゼ（ACAT）
活性を上昇させた。一方、この条件は酸性・中性コレステロールエステラーゼの活性に変化を起こさ
なかった。
3）HDLはコレステロールエステル合成を抑制した。
4）高グルコース条件下培養細胞ではHDIJによるコレステロールエステル合成抑制作用は滅謁していた。
5）高グルコース条件下培養細胞ではHDLと共にインキュベpトした場合のコレステロ，ルeffhlXが低
下していた。しかし、この変化は軽度であった。
6）高グルコース条件下培養細胞ではHDLの細胞への結合に変化は認められなかった。
7）ACATおよび酸性・中性コレステロールエステラーゼ活性はHDLの影響を受けないことから、高グ
ルコース条件下培養細胞におけるコレステロールエステル合成の低下をこれら酵素活性の変化では説
明できなかった。
これらの実験から、高グルコース条件がJ774細胞内のコレステロール供給経路のHD工」に対する感受
性を低下させたと考えられる。本研究は糖尿病に特徴的である高血糖の持続がマクロファージの細胞内
コレステロール代謝に変化を与えて、動脈硬化病変形成の一部を加速する可能性を示したものであり、
糖尿病における動脈硬化性疾患の多発のひとっの機序を説明するものとして意義深い。
以上より、本研究は、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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